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سلولي ملانوما و  ي در رده Real-time PCRبا استفاده از تكنيك  miR-211اختلاف بيان 

  تومور ملانوماي موشي
  

  ، 4رسول صالحيدكتر  ،3جوي جوانمرد شقايق حقدكتر ، 2، لاله رفيعي1وحيد بهرام بيگي
  6رضا دارائيعبدال، 5الديني محمدحسن تاج

  
  

  چكيده
   .كنند ها ايفا مي هاي تنظيمي مهمي را در سلول باشند كه نقش نوكلئوتيد مي 24تا  20بين  با طول RNAيك نوع ها  MicroRNA :مقدمه

miR-211  يكي ازMicroRNA  و نقش مهمي را در مهار رشد و  يابد ميهاي سرطاني به ويژه ملانوما انساني كاهش  است كه بيان آن در سلولهايي
در اين . صورت نگرفته است In vivoو  In vitroدر ملانوماي موشي در شرايط  miR-211روي بيان  اي بر تاكنون مقايسه. كند تهاجم تومور ايفا مي

 .سلولي ملانوما و و تومور ملانوماي موشي پرداختيم ي در رده Real time PCRبا استفاده از تكنيك  miR-211ما به ارزيابي بيان  ،مطالعه

سلولي، تومور زير پوستي ملانوما  ي با استفاده از اين رده. نك سلول انستيتو پاستور خريداري شداز با B16F10 هاي ملانوماي موشي سلول :ها روش
سپس . استفاده شد cDNAو سنتز  miRNAموشي به منظور استخراج  يسلولي ملانوما و تومور ملانوما ي از رده. دگرديالقا  BL6C57در موش 

انجام  Student-tبا آزمون  ها   هآناليز آماري داد ،در پايان .به انجام رسيد miR-211و  U6هاي  رايمرها و با پ براي اين نمونه Real time PCRواكنش 
 .دگردي

 ي در رده miR-211سلولي ملانوما و تومور ملانوما نشان داد كه ميانگين بيان  ي هاي رده در نمونه miR-211بررسي ميانگين بيان نسبي  :ها يافته
 .)P > 05/0( باشد ور ملانوما بيشتر ميسلولي ملانوما از توم

در پيش  miRNAهاي ملانوما، احتمال دخيل بودن  در تومور ملانوما در مقايسه با سلول miR-211تر بودن بيان  با توجه به پايين: گيري نتيجه
  .بردن خصوصيات تهاجمي ملانوما در مدل موشي آن وجود دارد

  Real time PCRموشي،  يوماهاي ملان ل، سلوmicroRNA :واژگان كليدي
 

  مقدمه
MicroRNA ها)miRNA ( يك گروه ازRNA   هاي غيـر

باشند كه براي اولـين بـار توسـط     كوچك مي ي كد كننده
Ambroz  و همكــــاران درCaenorhabditis elegans 
و بـا   مونوسيترونيكها به صورت  miRNA .كشف شد

. شـوند  سيسترونيك در ژنـوم پسـتانداران رمـز مـي     پلي

 ها در دهد كه آن نشان مي miRNAهاي  توالي ي قايسهم
در سـطح   ،از نماتودها تا پسـتانداران  ،هاي مختلف گونه

هســتند و ايــن فرضــيه تقويــت  بــالايي حفاظــت شــده
هاي مهمي در بيولـوژي   ها مولكول miRNAشود كه  مي

 ي كننـده  هاي كـد  ژن. )1( هاي تكاملي هستند و تصميم
miRNA   ــرار ــي ق ــين ژن ــاطق ب ــه طــور غالــب در من ب
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هـاي   ها و گاهي در اگـزون  اند، اگر چه در اينترون گرفته
   .شوند ها هم يافت مي پروتئين ي كننده  كد

 RNAها در ابتـدا توسـط    miRNAدر بيشتر موارد 
در ايــن مرحلــه  .شــوند بــرداري مــي نســخه 2پليمــراز 

در . گيـرد  شـكل مـي   Pri-miRsام هاي اوليه به ن نسخه
بعدي آنزيمي به نام دروشا به كمك كوفاكتور  ي مرحله

DGCR8   با اثر بـر رويPri-miRs ،miRNA يي را هـا
از هسته به سيتوپلاسم  عتسربه آورد كه  به وجود مي

در سيتوپلاسم آنزيمي به نام دايسر بـا  . شوند منتقل مي
هـاي   لكسج به ايجـاد كمـپ  تها من miRNAاثر بر روي 

miRNA-induced silencing ــي ــردد مـ ــوالي . گـ تـ
miRNA   ــمت ــوالي در قســ ــل تــ    UTR-’3 مكمــ

)3’-untranslated region (در mRNA باشد  هدف مي
و از بيان ژن مورد نظر  شود ميبه آن قسمت متصل  كه

در ژنوم انسـان   miRNAمقدار كلي . كند جلوگيري مي
، ممكن ودش گفته مي .است نوع تخمين زده شده 1000

ــا  20حــدود اســت  ــا   30ت ــوم انســان ب درصــد از ژن
miRNA  شود تنظيم. miRNAتنظـيم ژنـي    ي ها شبكه

توان گفت بيشتر عملكردهاي  دهند كه مي را تشكيل مي
سلولي مانند رشد، تمايز و تكامل سـلولي را در ژنـوم   

  . )2( كنند ها كنترل مي يوكاريوت
ــه  ــددي در زمين ــات متع ــان  مطالع در  miRNAي بي

 .هـاي ملانومـاي بـدخيم صـورت پذيرفتـه اسـت       نمونه
بيـان تعـداد   انـد كـه    هاي اين مطالعـات نشـان داده   يافته

هاي ملانومـا در مقايسـه    در سلولها miRNAزيادي از 
هـا   آن تغييـر يافتـه و بيشـتر    طبيعـي هاي  با ملانوموسيت

تغيير در بيـان  ي ديگر اين كه  يافته. اند افزايش بيان داشته
ها نقش مهمي در نمو تومور ملانوما  miRNAبيشتر اين 

داشته است و بسته به ميزان بـدخيمي تومـور تغييـر در    
  .)2- 3( شود هاي خاصي ديده مي miRNAبيان 

   RT-PCRآنــاليز كمــي بــا اســتفاده از تكنيــك     
)Real time polymerase chain reaction( نشان داده 

ها نقـش بسـيار مهمـي در     miRNAبرخي از  است كه
ها با هدف قرار  miRNA. دارندپيشرفت تومور ملانوما 

ــي از ژن ــدايش    دادن برخ ــه پي ــر ب ــاص منج ــاي خ ه
ــلول  ــتر س ــاجمي بيش ــيات ته ــا  خصوص ــاي ملانوم ه

 MITFهـاي كشـف شـده     يكي از اولـين ژن . شوند مي
هاي  ترين ژن مهم كه است  ت نشان دادهمطالعا. باشد مي

، FOXO3هـاي ملانومـا    لهـا در سـلو   miRNAهدف 
MITF  وc-Kit receptor ــي ــاي  miRNA. باشــند م ه

miR-182 ،miR-211 ،Let-7a  وmiR-221 تـرين   مهم
miRNA   ــا ــاجم و متاســتاز ملانوم ــل در ته هــاي دخي
هاي تنظيمي بيـان   ها به عنوان مولكول miRNA. هستند
هاي سرطاني نقش مهمـي بـازي    ر عملكرد سلولژن د
  . )3( كنند مي

هـايي   miRNAاين مطالعه ما به بررسي يكي از  در
هـاي سـرطاني دخيـل     كه در مهار رشد و تهاجم سلول

هـاي سـرطاني    و بيـان آن را بـا سـلول    يماست پرداخت
اي كه در اين miRNA. ملانوماي موشي مقايسه كرديم

كه كاهش بيـان آن  بود  miR-211 ،مطالعه انتخاب شد
منجـر بـه افـزايش خصوصـيات     هاي ملانوما  لدر سلو

 .شـود  هـاي ملانومـا مـي    تهاجمي و متاسـتازي سـلول  
بـه طـور   هاي سرطاني  كشت سلول In vitroهاي  مدل

و تشخيص و درمـان سـرطان    در مطالعات ارتقامكرر 
مطالعات اوليـه بـراي    به طور معمول. شوند استفاده مي
روهاي ضد سرطان يـا تمايـل بـه تهـاجم     غربالگري دا

از . شـود  هاي سرطاني در محيط كشت انجام مـي  سلول
انجـام مطالعـات    ي مقدمه In vitroهاي  جا كه مدل آن

هـاي   توجـه بـه تفـاوت    ،حيواني و سپس باليني هستند
متعددي كه ممكن اسـت در اثـر تغييـر شـرايط بـراي      
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سـيار  ز اهميـت ب يوجود بيايد حاه هاي سرطاني ب سلول
هاي  تاكنون مطالعات كمي به تفاوت رفتار سلول. است

گرچـه  ا ؛انـد  پرداختـه  In vivo و In vitroسرطاني در 
رفتـار متفـاوت    و هـا  شواهد زيادي بر بيان متفاوت ژن

وجود  In vivo و In vitroهاي ملانوما در محيط  سلول
ما براي نخستين بـار   ،در اين مطالعهبنابراين،  .)4( دارد

ــان   ــابي بي ــه ارزي ــك   miR-211ب ــتفاده از تكني ــا اس   ب
RT-PCR ســـلولي ملانومـــا و و تومـــور    ي در رده

   .ملانوماي موشي پرداختيم
  
  ها روش

تومـور ملانومـاي    يما و القاهاي ملانو لكشت سلو
  موشي

. از پاستور تهران خريداري شد B16F10سلولي  ي رده
   DMEMهــــا در محــــيط كشــــت  ايــــن ســــلول

)Dulbecco's Modified Eagle's Medium (  حـاوي
ــاوي   ــي گ ــات ســديم،   10ســرم جنين درصــد، بيكربن

و استرپتومايسـين   )يتـر ل واحد در ميلي 100( سيلين پني
ها پس از رسـيدن بـه    سلول. شديك درصد كشت داده 

هاي پاساژ  و از سلول نددرصد پاساژ داده شد 80ازدحام 
 miRNAسلول بـه منظـور اسـتخراج     106 سوم با تعداد
ها به منظور  همچنين از اين سلول). نمونه 3( استفاده شد

براي هر موش تعداد  .دگرديتومور ملانوما استفاده  يالقا
). مـوش  3(تزريق شد پوستي  سلول به صورت زير 106

از تزريـق برداشـته شـدند و از    بعـد   21تومورها در روز 
  ).نمونه 3( استفاده شد miRNAها به منظور استخراج  آن

  miRNAاستخراج 

miRNA ــتخراج   ي ــت اس ــتفاده از كي ــا اس ــلولي ب  س
miRNA )Qiagen miRNasy mini Kit (بر اسـاس   و

 خراجاستي كيت  هدستورالعمل ارائه شده توسط سازند

گرم از بافت تومور ملانوما براي  ميلي 100حداكثر  .شد
در ابتدا بافـت بـا اسـكالپل ريـز     . هر نمونه استفاده شد

هـاي   سپس با كلاژناز تيمار شـد و سـپس سـلول   . شد
ليـز شـدند    BDمحلول ليزيز شـركت   ي قرمز به وسيله

 ـ در تا سوسپانسـيون سـلولي ملانومـا را داشـته     ت نهاي
بـا اسـتفاده از   ها  ميليون از اين سلولتعداد يك . باشيم

به دنبال آن شستشو با كلروفـرم  . محلول كيازل ليز شد
در مراحل بعدي شستشـوي فـاز جـدا    . به انجام رسيد

و بـر   RWTبالايي با اسـتفاده از اتانـل و بـافر     ي شده
  .به انجام رسيداساس پروتكل شركت سازنده 

  cDNAسنتز و  Aاضافه كردن دم پلي  ي مرحله
ــي   ــردن دم پلـ ــافه كـ ــور اضـ ــه منظـ   از كيـــت  Aبـ

Ambion poly A tailing براي هر نمونـه  . استفاده شد
 10كـــل اســـتخراج شـــده،  RNAميكروليتـــر از  23

 Mncl2ميكروليتـر از   5X-EPAP ،5ميكروليتر از بـافر  
مـولار و   ميلـي  ATP 10ميكروليتر از  5مولار،  ميلي 25

اضـافه شـد    E-PAPميكروليتـر از آنـزيم    4در نهايت 
مخلوط واكنش به مـدت  ). ميكروليتر 50حجم نهايي (
گــراد انكوبــه  ســانتي ي درجــه 37ســاعت در دمــاي  1

تيمـار شـده بـراي     cDNA ،RNAقبل از سنتز . دگردي
آدنيلاسيون به منظور حذف كلريد منيزيم با  واكنش پلي

از  cDNA. اسـتفاده از فنـول و كلروفـرم خـالص شــد    
قبـل، توسـط    ي در مرحلهخالص شده  miRNAروي 

ــت  ــق  و ABM miRNA cDNA synthesisكي طب
  . شد تهساخ كيت ي العمل اجرايي سازنده دستور

   RT-PCRتكنيك 
 EvaGreenمسـترميكس   با استفاده از RT-PCR تكنيك

مراحـل  . بـه انجـام رسـيد    ABMهاي شـركت   و پرايمر
با استفاده از آنزيم در حضور پرايمرهـا و   PCRتكثير و 

هـا، ميـزان    ساس شرايط بهينه از نظـر تعـداد سـيكل   بر ا
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ــر ــان    پرايم ــا و زم ــزان دم ــا، مي ــه   ه ــوط ب ــاي مرب  ه
Denaturation، Annealing  وPolymerization  هــــر

هاي در نظر گرفته شده در ترموسايكلر انجام  كدام از ژن
هـاي   ژنبراي دستيابي به ميزان تغييرات در بيان  .گرفت

 Relative quantification ΔΔCTاز روش  مـورد نظـر  
به  مرجع miRNAاستفاده شد كه نيازمند استفاده از يك 

همچنـين  . )5(صورت پذيرفت  داخلي شاهدعنوان يك 
ي  و نمونـه  )NTC )No template control هـاي  كنتـرل 

كنترلي كه عمل رونويسي معكوس روي آن انجام نشده 
   .، مورد استفاده قرار گرفت)منفي شاهدبه عنوان (بود 

بـراي   ،RT-PCRدسـت آمـده از   ه هاي ب تفسير داده
. استفاده شـد  Student-tهاي مورد نظر از آزمون  مقايسه

05/0 ≤ P حاصل از  ي نتايج اوليه. دار تلقي گرديد يمعن
PCR  نيز توسط روشCTΔΔ  مورد آناليز قرار گرفـت .
 SPSSافـزار   هاي آمـاري مـورد نظـر نيـز در نـرم      تحليل

)SPSS Inc., Chicago, IL (انجام شد.   
  

  ها افتهي
هـر دو  ). 1شـكل  (هاي ملانوما كشت داده شدند  لسلو

مـورد اسـتفاده    miRNAنوع سلول به منظور اسـتخراج  
هــاي تكثيــر و ذوب در  بررســي منحنــي. قــرار گرفــت

 miR-211و  u6هـاي   miRNAبراي  RT-PCRواكنش 
مورد نظر با منحني  ي تكثير نمايي قطعه ي دهنده نشان

 miR-211بررسي ميانگين بيان نسـبي  . ذوب يكتا بود
 )داخلي شاهدنرمال شده نسبت به بيان ژن به عنوان (

سلولي ملانوما و تومـور ملانومـا بـا     ي هاي رده در نمونه
ــتفاده از روش ــورت  Real-time qRT-PCR اسـ صـ

ــذيرفت ــاري . پ ــون آم ــه  Student-tآزم نشــان داد ك
سـلولي ملانومـا از    ي در رده miR-211ميانگين بيان 

  ).2شكل () P > 05/0( باشد تومور ملانوما بيشتر مي

  
  موشي در پاساژ سوم يهاي ملانوما سلول. 1شكل 

  

هاي ملانوما و  در سلول miR-211ميانگين بيان  ي مقايسه .2 شكل
  .گروه است 2دار بين  تفاوت معني ي دهدهن وماي موشي نشاننتومور ملا

  
  بحث

 ي در رده miR-211در اين مطالعه ما به بررسـي بيـان   
نتايج حاصل . سلولي ملانوما و تومور ملانوما پرداختيم

در  miR-211يانگين بيـان  از اين مطالعه نشان داد كه م
سلولي ملانوما از تومور ملانوما بيشتر  ي هاي رده نمونه
در بررسي مكانيسم مولكولي پيشرفت سرطان . باشد مي

 ي هـاي رمزكننـده   اند كه عـلاوه بـر ژن   محققان دريافته
هاي تنظيمـي غيـر كدكننـده بـه ويـژه       RNAپروتئين، 
miRNA  ــا ــد ه ــش دارن ــز نق ــدودي از .ني ــداد مح  تع



  و همكاران وحيد بهرام بيگي   سلولي ملانوما و تومور ملانوماي موشي ي در رده miR-211ارزيابي بيان 

  1391 هفته اول آذر/ 207شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  1526

www.mui.ac.ir  

miRNA هـا از   كه در برخـي سـرطان   ندا ها كشف شده
شوند و در ارتباط با مسـيرهاي   جمله ملانوما بيان مي

از . )6- 8( باشـند  نقص تنظيمي در رشد و متاستاز مي
اسـت   miR-211هـا   miRNAترين  جمله يكي از مهم

صوصــيات كــه نقــش تنظيمــي مهمــي را در مهــار خ
 از آن. )9( كنـد  هاي ملانومـا ايفـا مـي      لتهاجمي سلو

هـايي   miRNAترين  يكي از مهم miR-211جايي كه 
ــاجمي     ــيات ته ــت خصوص ــان آن تح ــه بي ــت ك اس

اي در  كند و تاكنون مطالعـه  انساني تغيير مي يملانوما
در ايـن   ،سيده استمورد ملانوماي موشي به انجام نر

سـلولي   ي در رده miR-211مطالعه به بررسـي بيـان   
   .ملانوما و تومور ملانوما پرداختيم

Mazar  بيـان   دادند كهو همكاران نشانmiR-211 
هـا كـاهش    هاي ملانوما نسبت به ملانوسـيت  در سلول

تواند منجر به افزايش  پيدا كرده است كه اين كاهش مي
ر گسـترش و تهـاجم تومـور    هايي باشـد كـه د   بيان ژن

بيـان  هايي كه  ها نشان دادند يكي از ژن آن. نقش دارند
هـاي ملانومـا    در سلول miR-211كاهش  ي در نتيجهآن 

در تهاجم  اين ژن. باشد مي KCNMA1 ،ابدي افزايش مي
 نقـش دارد  In vitroو تقسيم و تكثير سلولي ملانوما در 

كه  ،TRPM1ديگر نشان داده شد ژن  اتدر مطالع .)9(
 miR-211 ي آن توالي كدكننـده  6 ي در اينترون شماره
تهاجمي  حالت ي كننده به عنوان مهار ،قرار گرفته است

 .)10-11( كنـد  هاي ملانوما نقش خود را ايفا مي سلول
 MITFبرداري  فاكتور نسخه شد كهه همچنين نشان داد

كنـد بـراي بيـان مقـادير      را تنظيم مي TRPM1كه بيان 
 .)10-11( باشــد مــورد نيــاز مــي miR-211زيــادي از 

هـم در بيـان ژن    MITFبـرداري   بنابراين فاكتور نسخه
TRPM1 دنبال آن ه و بmiR-211   نقش تنظيمي مثبـت

 كـه  نشـان داد و همكـاران   Levy ي مطالعهنتايج . دارد

 ـ ملاسـتاتين   ي وسـيله ه سركوب كردن فعاليت تومور ب
TRPM1ــ  ــت ب ــيلهه در حقيق ــه از  miR-211 ي وس ك

افـزايش  . گيرد شود انجام مي اينترون ملاستاسين كد مي
مهـاجرت و تهـاجم    ،اما نه ملاسـتاتين  ،miR-211بيان 
ومـا را كـاهش داده   هـاي مهـاجم و بـدخيم ملان    سلول
ــايج مطالعــه. اســت ــ اهــ ي آن نت ــان ســه ژن  اهشك بي

IGF2R ،TGFBR2  وNFAT5  ــط را  miR-211توسـ
با اين كـاهش در تهـاجمي بـودن     miR-211. نشان داد

  . )12( ثيرگذار استأي ملانوما تها سلول
Gaur و همكاران گزارش كردند كه بيان miR-211 

هـاي   سلولي ملانوما از سلول ي ردهنوع  8از  نوع 6در 
ــرطاني  ــرده اســت  NCI-60س ــدا ك ــزايش پي . )13( اف
Mueller  و همكاران بيانmiRNA  سلولي  ي ردهرا در

پوسـت   ياپيـدرم  طبيعـي هـاي   ملانوما بـا ملانوسـيت  
در  miR-211بيـان   هـا  آن ي در مطالعـه  .ددنمقايسه كر

ــود   ــه ب ــاهش نيافت ــا ك ــاران  Jukic. )6(ملانوم و همك
هـاي پوسـتي    در خال miR-211گزارش دادند كه بيان 

و بـه طـور چشـمگيري در    اسـت  افزايش پيـدا كـرده   
تي س ـهـاي پو  ملانوماهاي متازستازي نسـبت بـه خـال   

ايـن نتيجـه موافـق بـا     . )14(داشـته اسـت   كاهش پيدا 
م در تومورهاي مهاج miR-211 كه بيانبود ما  ي نتيجه

  . كردملانوما كاهش پيدا 
گيري كرد كه با توجـه   توان نتيجه از اين مطالعه مي

در تومـور ملانومـا در    miR-211تر بودن بيان  به پايين
هـاي ملانومـا، احتمـال دخيـل بـودن       مقايسه با سـلول 

miRNA    در پيش بردن خصوصيات تهـاجمي ملانومـا
  .در مدل موشي آن وجود دارد

  
  تشكر و قدرداني

ان اين مقاله از زحمات جناب آقاي مصـطفي  گندنويس
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سيامكي به جهت همكـاري صـميمانه در اجـراي ايـن     
ايـن مقالـه حاصـل    . نماينـد  طرح، تشكر و قدرداني مي
د و منابع مـالي  بو 290036ي  طرح تحقيقاتي به شماره

آن توسط معاونت تحقيقات و فناوري دانشـگاه علـوم   
  .مين گرديدأپزشكي اصفهان ت
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Comparison of Mir-211 Expression in Murine Melanoma Cell Line and 

Murine Melanoma Tumor by Real-Time Polymerase Chain Reaction 
 

Vahid Bahrambeigi1, Laleh Rafiee MSc2, Shaghayegh Haghjooy Javanmard MD, PhD3,  
Rasoul Salehi PhD4, Mohamad Hassan Tajedini5, Abdolreza Daraei6 

 
Abstract 

Background: Micro ribonucleic acids (miRNA) are a type of ribonucleic acids with 20-24 
nucleotides. They seem to have an important regulating role in cells. MiR-211 is an miRNA whose 
expression decreases in cancer cells, especially human melanoma cells. It is of high importance in 
suppression of tumor growth and invasion. Up to now, no study has evaluated miR-211 expression in 
murine melanoma cells for in vivo and in vitro conditions. We evaluated and compared the expression 
of miR-211 in murine melanoma cell line and melanoma tumors using real-time polymerase chain 
reaction (PCR).  

Methods: Melanoma B16F10 cell line was cultured. Subcutaneous melanoma tumors were induced by 
injecting this line to C57 mice. Melanoma cell line and melanoma tumors were lysed and miRNAs 
were extracted. After complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) synthesis, real-time PCR of 
samples was performed using miR-211 primers. Data was statistically analyzed by Student’s t-test. 

Findings: Average expression of miR-211 in melanoma cell line was significantly higher than 
melanoma tumors. 

Conclusion: Due to the lower expression of miR-211 in murine melanoma tumors in comparison to 
murine melanoma cells, miRNA may be involved in invasive properties of melanoma cells in the 
mouse model of melanoma. 

Keywords: MiRNA, Murine melanoma cells, Real time polymerase chain reaction 
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